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© Me ta E tan ip iexe, an die ein Unmunotogiach afcdvee 
VenvendunQ. 



geh o ppet t warde n kann bzw. tot, deren HerataBunq und 



© Ea werden Rutheruumkomplexe beschrieben, an die em 
immunotogisch aktives Material gekoppert werden karm bzw. 
et Die Ruthentun*orrmlexe haben die aUgememe Forme! 
Ru 2+ L,UU I 

worm L„ U und L. gteich Oder verschieden eind und je 
einen bi- Oder porycycSacnen Lioanden rrrit rrtmdestens zwei 
aiicicstoflhaftioen Heterocycien bedeuten, wobei mmdestens 
einer dieeer Lioanden mft mmdestens oner wasaerlosSch 
machenden Qruppe substituiert ist, und wobei mindestsns 
einer dieeer Lioanden mft mmdestens einer reaktiven Qruppe, 
gegebenenfaBs Ober erne Spacergruppe, substituiert ist, und 
wobei die Lioanden L 4f L» und U Ober Stfekstoffato me an 
das Ruthenium gebunden sind. 

Die Ugandan L„ U and U enthatten bospfetwesse 2,2' 
-Bipyridm-, • i ,'i O-Phenanthroftn-, Berizbalf»phenanltmii2n- 

3 Die Spacercruppe ist beispielsweise erne Alkytengruppe 
mit hochstens 8 C-Atomen. die gegebenenfaUs -SO.-NH-, 
0~ S ~' -O-. -COO- oder -CO-NH- aufwetsen karm. 
1^ Ala reaktive Qruppen, an die das immunotogisch aktive 
^.Material gebunden wird kommen vorzugswetse -COOH, -J, 

-NH If -ncs Oder -SO.Hal Qruppen m Betracht 
00 Ala tmmunoiogbch aktive Matertaiien, weiche an die 
l^vorerwanrrten Rirmenjurrdcomptexe gekoppert srnd, kommen 
^msbeeondere Arrtigene, Haptene Oder ArrScorper, z.B. An- 
_ tikorper gegen cararwembryonele Antigen, in Betracht 

Die Ruthernurnkornptexe gemass vorfiegende Erfindung 
ft. lessen sich fUxsreazenzsrjektroskopisch sehr emfindttch nach- 
v — 1 — 



Rank Xerox 
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MrttflKgrPPteffli AH tffe ImmvywtoQfSCh attires Material oekoooett warden kann bzw. ist deren Horstethmn un d Verwenrhinn 



CHe v ortia g end e Erfindung betrim Rutheniumkomptexe, 
an die an {mmunotogtsch aktives Material getoppeft warden 
tenn. 

Die Rutheniumkomptexe weisen die aflgemeine Formal 
Ri*+LUU • 
I auf, worn L„ l_ und U gteich Oder verschieden slnd 
und je einen bi- oder polycycfischen Uoanden mil minde- 
stens zwej stxAstofihaltigen Heterocyden bedeuten, wobei 
mindestens einer dieser Uganden met mrndestsns ocner 
wasserfostich rnachenden Q rupee substituiert ist. und wobei 
mindestens einer dieser Uganden mit mindestens einer 
reaktiven Gruppe, gegenbenenfells Qber eine Spacergruppe, 
substituiert ist und wobei die Uganden U, L, und L, Goer 
Stickstoffatome an das Ruthenium gebunden and. 

Die Uganden L, und U konnen gteich oder verschle- 
den sern und betspietewetse 2£'-Bipyridn> , 1,10-Phen 
enthrotin-, Benznatrworienenlhrolin- oder insbesondere Ba- 
thophenan mr oSngi uppen enthateru Die Uganden L, und 
L 2 smd vorzugsweise gleich. 
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Ate Gruppen, wetehe die Uganden waaaerios B ch ma- 
Chen, kommen insbesondere Sutfonsauregruppen in be- 
tracfrt, cfie vorzugsweise in Form ihrer Seize voriiegen. 
Besondefs bevorzugt and hJerbei die Natriumsaiza. 

Der Ugand U enthatt betspielswetse erne 
^'-Bipyrkfin-, I f l0-Phenanthro8n- oder i ns besondere eine 
Bathoptenarthrofinojuppe. 

Die eingangs erwahnte Spacergruppe ist vorzugsweise 
eine ABcyiengruppe mit hochstens 8 C-Atomen. die gegebe- 
nenfatts -SOj-NH-, -S-, -O-, -COO- oder -CO-NH- auf- 
wetsen kann, 

Ala reaktive Gruppen, an die das irnrnunotogiach aktive 
Material gebunden wind, kommen vorzugswetse -COOH, -J, 
-NH X1 -NCS oder -SO, Hal Gruppen in Betrachl 

Bet Ru-Komplexen mit 3 iderrtiacnen Uganden L lf L, 
und U muss der Ligand sowohl erne wassertosich ma- 
chende Oruppe wte auch eine Spacergruppe mit reaktiver 
Gruppe aufwecseru 

Ein Nerfur geeigneter Ugand ist die Verbindung der 
Formel [(SO,Na)(SO I NH CH J CH,COOH)batho] 



Na0 3 S -40 t . - . I Of - S °2NH 



COOH 



Bei Ru-Komplexen, die zwei verschiedene Ugandtypen Ala Uganden L, und U eignen sen in diesem Falie 

aufweisen, term der eine Ugandtyp cfie wasseriostich ma- vorzQgfich die Gruppen der Formel 

chende Gruppe oder Gruppen tragen, wahrend der andere 35 
Ugandtyp Qber eine oder mehrere Linkinggruppen (reaktive 
Gruppe, die Qber einen Spacer an Heterocycius gebunden 
ist) verfugt 

Na0 3 S-fO N i ... l'04-SONa 

t (S0 3 Na) 2 batho] 



und als Ligand U vorzugswoiae die tolgeodeo Gruppen 
[(SO,Na)(SO,NH CH,CH.COOH)batho] 

55 



Na0S -4or rOt-so 2 NH 

\ / \ / /^\\ / \ y 

<Q> y <p> T 2 ' 2 

COOH 



2 



3 
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[(SOiNH CH.COOHJbattiol 



Sis. ./*v 



HOOC ~ COOH 



[(SO.NH CH,CH,COOH),batho] 

is 



COOH **~ COOH 



(CH,), /A\U/'A\ 



26 



[(SO.NH CH 1 CH t CH,COOH),baJhoJ 



■T^-^PA .Xs A^T 

HOOC « COOH 



[(SO a NH CH,CH,CH,CH I CH J COOH) 1 batho] 40 



t s_ *pa ^ AQ^ so *r 

<f 2 » 5 • <Q>y<p> • <fa> 5 

HOOC N COOH 

[(CH,CH I CH I CH,COOH)batho] 

55 



[<CH t CH l CH I CH,CH,COOH)batho] 



3 
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iKf /qV(ch 2 ) 5 -cooh 



,./f) N .- 



[(CH 1 CH 1 CH J CH,COOH)b8nzobaJho] 



TO 



n / \ s r\*< s \ > 



[(COOH),bpy] 



25 



• • — • • — « 

HOOC— -(O/- 'CO^ C00H 



Die Synthese der Liganden U, woiche die Linking 
Qruppe bzw. Qruppen tragen. erfolgt nach Verfahren, die 
nachfofgend schernatiach beschneben and: 

a) [(SO,NH{CH, , COO-t-butyl),batho] und 
[(SO,Na)(SO,NH CH,CH a COO-t-buty0batho 
Bel der Synthase dieser Verbindungen gent man vom 
Dinatrium-Salz der BathophenanthroUrKfisutfonsaure aus. 
Daraus eteOt man nvx PCI, zunachat das errtsprechende 
Disutfochiorid her (vgl F. Mufh m "Houben-Weyt, Methoden 



35 



40 



der Organachen Chemie", Band IX, S. 563. 4. Auflage 
1955, Q. Thieme Veriag, Stuttgart). Dieses wird enschfies- 
send wit dem t-Butytester emer Aminoaaure (wie z.B. 0 
-Alanin, QJytan, 4--AminobutterBfiura Oder 
6-Anrunoc8pron6aure) gemass foigendem Schema zurn errt- 
sprechenden Sutfonamid umgesetzt (vgl. F. Muth in 
"Houben-Weyi, Methoden der Organischen Chemte", Band 
IX, S. 609, 4. Aufiage 1955. G. Thieme Veriaug Stuttgart): 
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Sd 3 Na 



PC1 C 



N N- 




H 2 N (CH 2 ) x COO-t-butyl 



HN0 o S 

I 2 

<f 2 > x 



t-butyl-OOC 



2 | 



(CH.) v 
COO-t-butyl 



Na0 3 S 




COO-t-butyl 



Bej cfeser Reaction entstaht neben dem Disutfonamid 
ate Nebenprodukl immer aoch noch das Monoaulfonafrtd. 

Die Verseifuno der t-Butytester erfelgt erst nach der 
Synthase der entsprechenden Ru-Komptexe. 

b) [(CH 1 CH,CH 1 CH,COOH)batho] bzw. 

[(CH,CH,CH,CH,CH 1 COOH)batho3 

Die Synthase dieeer Ugandan mtt VaJeriansaure bzw. 
Capronsaure aia IJnking-Gruppe eriolgt mttteis Skraup'acher 
Reaktion (vol F.H. Case und P.F. Strohm; J.Org.Chem. ZL 
1641 (1962)) aus 4-PhenyW-amkio-chirx*n (vgt F.H. 
Case: J.Org.Chem. Jfi, 1541 (1951)) und den p 
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^^hkxpropwrorfhDerrvaten der entsprechenden « 
-Phenytfettsauremethytester. wobet die letzteren durch Acy- 
Derung des 5-Phenyl vaJerianaauramelhytester (Fluka) bzw. 
des 6^heny»caprorts8uremeth>iesters (vgl. W.E. Twee und 
C.E Olson; J. Amor. Chem.Soc. Zfi, 1651 (1953)) mit 
fl^htorpropionyk*lortd gemass riachlblaendem Reafctionss- 
enema erhaiten warden: 



50 
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(CH ) COOCH, 
' 2 n 3 




n « 4 and 5 



ClCH 2 CH 2 COCl 



&-Chlor propionyl- 
chlorid 



p- ( P-Chl o rpropi o ny 1 ) - 
Derivat deru>-Phenyl- 
fettsauremethylester 



(CH ) COOCK, 
2 n 3 



C1K 




4-Phenyl-B-ami no- 
chinolin 



H 3 P0 4 



H 3 As0 4 (Arsensaure ) 



<CH 2 ) ^COOH 




n = 4: 



n = 5: 



5- /p-(7-Phenyl-l,10-phenanthrolin-4-yl ) phenyl?, 
pentanssure s=[ (CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 COOH) batho] 

6- /p- (7-Phenyl-l f 10-pfcenanthrolin-4-yl ) phenyl^ 
hexansaure s-f (CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 COOH) batho] 



6 
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c) [(CH,CH 1 CH 1 CH,COOH)benzobalho] Die Synthase cfieser Vertoindung 

(Benzo-bathophenanthfofin-pentans&ro erfoJgt Ober meh- 
rere Stufen aus 2-Afnmo-3-naphthoesaure gemass foJgen- 
<tem Schema (vgL E. Koft und F.H. Case; J.Org.Chem. 2L 
5 865 (1962)) 



r r^i'T^i— CO0H 



foYtfi 
Y Yo> 
s N qi • 



3-Chlorpropiophenon 
H 3 P0 4 

Arsensaure 
COOH 



Curtius-Abbau 



foYoY 



— NH. 



\ / \ / 



/ \ / 

iOl " 



substituiertes 
3-Chlorpropiophenon 
H^PC^, Arsensaure 



HOOC(CH 2 ) 4 - y^j 

O Oi 

Y Yc> 

foY 



^ Skraup'sche Rkt. 



Skraup f sche Rkt. 



65 



7 



13 



0 178 450 



14 



FOr die Synthase von Ru-Kompiexen mit 3 i dent ia chen 
Uganden werden in der Uteratur 2 Verfehren besc hri abanz 

Nach Braddock und Meyer [JJkm.Cheim.Soa 95 . 
3158 (1973)] erttitzt man wassertosfiches Rutheniurntrich- 
lorid zusammen mit dem Uganden for tangere Zeit In DMF, 
wobei sich der Komptex unter teftwefeer Zersetzung des 
Losemittais btldet 

Bevorzugt verwendet man jedoch das von Lin et aL 
[Jj^m.Chem.Soc ga, 6536 (1976)] besc hri ebe n e Verfah- 
ren. Dabei erhftzt man Kaikxrtpentachkxoaquorutrienm 
(K,Ru CI.H.O) in schwach salzsauror Umgebung mit der 
3-fachen stocrdrjmetrischen Mange an Ligand und reduaert 
anschliessend die Losing mtt Natnurnhypophosphit 

Die HersteHung der Rutrterxurrtkomplexe mit 2 vers- 
chiedenen Ugandtypen erfolgt nach UtsraturbekanntBn Me- 
thodaa zB. gemass Betser et aL HeJv.ChmLActa 63, 1675 
(1980). 

Im Hinbfk* auf cfie Tataache, dass be* diesen Kompie- 
xen der Ligand U von den Uganden L, und L, verschie- 
den ist wird ein stufenweteer Aufbau dee Kompiexes bevor- 
zugt (Selbstverstandfich kortnte der Komptex auch mitteis 
einer statistischen Synthese hergeateSt warden, doch ist 
diese Mogfichkeit nicht bevorzugt, da we achwerer kontrol- 
tierbar tat) Dabei wird in einer eraten Stufe mit was* 
seriosUchem Rutheniumtricfttorid und der doppett 
stochkjmetnschen Menge an Ligand U bzw. L, in Dtme- 
thytformamtd (mit Uthhimchlorid als Kataiysator) das Zwis- 
chenprodukt RuL.UCt, hergestellt Dieses Zwtachenpro- 
dukt wird mit dem Uganden U anschiiessend zum 
gewQnschtan Komptex umgeaetzt 

Wird als Ligand U etne Verbindung verwendet deren 
reaktive Gruppe in geschOLeter Form vorfiegt - zJB. als 
t-Butytestar bei den SutfonamxH^envaten des Bathophe- 
rtanthrofins - ao erfolgt die Abapoitung (fieaer Schutzgruppa 
bevorzugt erst nach der Synthese des erttaprechenden Ru- 
Kom ptexes. 

Die isoiierung und Reinigung der geotkteten Ruthe- 
roumkornptexe erfolgt nach herkommHchen Methoden, durch 
Umfaiten, Saulenchromatographie oder preparative Dcks- 
chtcmt^irornatographi& 

Als tnrmnjralogisch axtive MateriaBen, wetehe an die 
vorerwannten Rutheniunikomptexe gekoppett sind, kommen 
insbesondere Antigene, Heptane Oder Amikorper OnMusive, 
z.B. Fab-Fragmente) in Betracht Als Amikorper kfinnen 
sowohl pcfyktonale wie rnonoktonate Amikorper verwendet 
werden. 

Etn besonders bevorzugtas irrmjnotogtsch aktrves 
Material ist ein Arttfcorper gegen carcirwembryonaJes Anti- 
gen. Ein weiterhin besonders bevorzugtes imrnunotogisch 
aktrves Material tet ein Antikorper gegen menscWiches 
Crwriorigortadotroptn, sowie ein Amikorper gegen a 
-Interferon. 



Die Kopphmg des irrtrrwoJogischen Materiate an den 
Rutheniumkornpiex erfolgt in an sich bekanmar Wstea. Sne 
bevorzugte Kopplungsweise besteht darin, dass man den 
Rutheniumkornpiex und das imrnunotogisch ektzve Material 

s mit etnem wasaertosficbem Carbod fim idderivat. z.B. mit U~ 
Cyctor^-NX2-rrwrr^irK^^ 
rrwiriyl-p-toiuoisuHonat behandett. 

Die Rutheniurrtkornplexe gemass vorfiegender Erfindung 
lessen sich ftuore sz en z sp ektr o sk opisch sahr empSndUch 

to nachweisen. Sie sind bestens geeignet ate MantermolekQIe 
fur hochempftndliche Fhjoreszenz-Immuno-Assays. Sie sind 
insbesondere geeignet fur einen zeitaufgelosten 
Fluoreszenz-lmmuno-Assay, wie er beispieteweise in der 
DT-OS 2628158 beschrieben wird. Durch die Verwendung 

75 der Rutheohjrnkomptexe gemass vorfiegender Erfindung an- 
steUe des haufig verwendeten RTC 
(Rucresceiriisotruocyanat) kann die Nachweisernpfiridfichkeit 
bei Fluoreszenz-lmmuno- Assays verbessert werden. Dies 
ist ffisbeoondere bei der Bestimmung gennger Mengen von 

20 Antigenen in Korperflussigkeiten, wie z.B. Plasma und 
Serum, von VorteB. Betspiete for eotehe Antigene sind z£. 
das c^rcinoembryonaJe Antigen (CEA), das 0-HCG oder 
das a -interferon. 

Die im Rahman der vorttegenden Erfindung verwendete 

25 Messapparatur for die zertaufgelOste Ruoreszerizmessung 
wird im folgenden beschrieben und anhand eines Schemes 
erlautert 

Eine gepulsta UchtqueHe - Farbstofflaaer - regt mit 
Uchtbfitzen geeigneter Weilenlange, X- 453 nm, die Mess- 

30 probe zur Ruoreszenz an, wobei die BBtzdauer t - 0,7 ns 
viel korzer ate die Abkllngzeft des mjoreazierenden Markers 
ist Die Ruoreszenzstrahlung wird dann mit einer Optik 
durch einen KantenfBter (Baizers 610), der die Emissions- 
weteniange des Markers durcrdasst auf die Photokathode 

35 eines Photon tultipliers gefuhrt Die einzeinen dete ktier te n 
Photonen erzeugen Stromputee, die nach Veratftrkung und 
Norrmerung cfigrtaJ gezfihft werden 

(Protc>rK»untirxj-Metrwde). Ueber eine Protrxfiode steuert 
das artregende Biitzficht gleftiZBitig eine Torschattung, 

40 welche nach einer einsteUbaren Verzogerungszeit 5 - 2 ps 
den Zanter atartet und nach einer einsteHbaren Oeffnungs- 
zeit des Messfansters At- 3 us den ZShlprozess wieder 
stoppt Die Verzogerungszeit A wird so gewahlt. daas in ihr 
StreuUcrrteffekte sowie die BackgrourKlftoreszenz praktisch 

45 voitstanolg abgekiungen sind. Auf diese Art wird die Anzard 
gezahltar Pube proportionaS zu der Merkerfiuoreszenzimen- 
srtat, wetehe separat vom Background gemessen wird. 

Scriematische Darsteltuno der MessanoBmhir 

50 
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1. 
2. 
3, 
4. 
5. 
6. 
7. 



Lichtguelle 
Quarzplatte 
Probe 

Sammellinse 
Kantenf ilter 
Fokussierlinse 
Photomultiplier 



Hereleft^ von BathoohenanthroHnd 

2*2 o getrocknetes Bathophenanthrotindtsu]- 
fOfisaura-Dmalnumsalz (Fluka) werden mrt 3,1 g PCI, und 
750 pi POCJ, in einem 500 ml Rundkolben gut duichmischt 
Der Kotoen wird, versehen mil einem RGcknusskuhJer und 
einem Cak^mchtoridrohr, 2,5 Stunden lang in einem OeJ- 
bad auf 110°C erhitzL Absutttmiertes PCU, das sich an 
den kOhteren SteJten des Koibens niedergeschJagen hat, 
wird zwiachandureh abgekratzL Anschliessend zieht man 
8m Wasserstrahtvakuum bei 110°C das nicht umgesetzte 
PCJ, aowie das POCt, tnnerhaib von 5 Stunden voOstandig 
ab. 

Nach dem AbkOhlen auf Zimmertamperatur behandett 
man das rohe Sulfochlorid zunachst kurz mrt 150 ml Ben- 
zol, die verworfen warden (urn Spuren von Verunreinigun- 
gen zu entfemen). Anschliessend wird es zweimaJ mrt jo 
150 ml Chloroform extrahtert, wob» jeweits 1 Stunde bei 
Zimmertamperatur geruhrt wird. 



8. Verstarker 

9. Diskr iminator 

10. Zahler 

11. Photodiode 

12. Torschaltung 

13. Anregungs-Lichtblitz 

14 . Fluoreszenzlicht 

15. Lichtblitz zur Steuerung 
der Torschaltung (Trigger) 

45 Die verainigten Chtaroformextrakte engt man am 

Vakuum em. Das, zuruckbteibende Sulfochlorid wird dann 4 
Stunden lang am Vakuum bei 110°C getrocknet (Ausbeute: 
1.8 g). 

50 Herstefluno von Sulfortamiddefivaten des Bamoohenarrthnv 
frismrtdem t-Butvtester des fl-Alanins 

C(SO,-NH-CH,CH,-COO-t-butyi) 1 batho] und 
[(SO,NaXSO,NH CH,CH,COO-t-butyl)batho] 
65 1,32 g 0-AJanm-t-butytester und 10,5 ml Triathyiamin 

warden in 50 ml Chloroform aufgetost Zu dieser Losung 
gibt man unter starkom ROhren innerhalb von 10 Minuten 

5-stundigem ROhren bei Zimmertemperatur lasst man das 
so Raaktionsgernisch 4 Taga lang im Dunkeln stehen. An- 
schfieasend zieht man bei 40-50 °C am Vakuum das 
Losemrttal sowie das Triathyiamin ab. Zur voUstandigen 
Entfemung des Triftmylamins versotzt man den Ruckstand 
mrt 200 ml Chloroform und zieht dieses am Vakuum wieder 
65 ab. Dieses Verfahren wird insgesamt funfmal durchgefOhrt. 
bis das Produkt kemen Qeruch mehr nach Triathyiamin 
aufweist 
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Die Reinjgung des ROckstandes erfolgt durch Chroma- 
tographie Qber SO,. Sie fQhrt zu 2 Produktan. 

a) Isolation das Diaxrfonarairta 
[(SO 1 NHCH,CH J COO-t-buty0,batho] 

M'rt 8 I Aceton eMert man dabsi zunachst das prak- 5 
tisch reine Disurronamid. Ausbeuta: 900 mg. 

b) Isolation das Monoairfbnamirte 
[(SCNaXSO, NH^H,OT 1 -COO-t-buty0batho] 

Mit 3 I eines Gemisches aus 
ChtororbmvWathanoiWasser (7/3/0,5) eMert man erne wet- io 
tare Zone, die autgrund iwar Flucreszenzeigenscriaften ein 
PhenarthroUnderivat sain muss. Nach NMR handeft es each 
dabei urn das Monosuttonamid der BathophenanthroOndisuJ- 
fonsaure, das wahrschetnUch durch tathveise Hydrofyae des 
Bathrjp^enamhrot'rrKf^^ bei der Reaktton hat errt- 15 

stehen konnen (Ausbeuta: 1,2 g Rohprodukt). 

Zur werteren Rernigung lost man das Rohprodukt in 
150 ml Chloroform und schOtteft diese Losung insgesamt 
draimal m'rt je 100 ml Wasser aus. Anschfiessend wird das 
MonosuJfonamjd noch zweimaJ umgefaftt Hierzu lost man 20 
die Verbtndung in 50 ml MethanolO^oroform (3/1) und tairt 
sie wieder durch langsames Zutropfen von 200 ml Aether 
aus. Ausbeute: 360 mg. 

Hersienuno des Rti-Knmnta*ra fRH-n . 25 

Ru[(SO,Na)(SO,NH CH,CH,COOH)bathoI,{PF # ) 1 

18.7 mg Kalhjmperrtachto^^ 

(K a RuCl, H,0) werden bel 60° in 2 ml Wasser aufgetost, 
dem vomer noch 1 Tropfen 6N HCi zugesetzt worden war. 30 
Zu dieser Losung gab man die 3 -facte etochtometrische 
Mange an Ugand (95.8 mg tert-Butytester gemass b) gelost 
In 1 ml DMF) und erhitzta das Gerrtisch Z£ Stunden lang 
unter N, am ROckfluss. 

Nach dem AbkOhlen der Reaktwnatoeuog wird der errt- 35 
standene Rua*-Kompiex rrtit 250 u) einer 1 molaren 
NaH,PO,-Losung zum errtsprechenden Ru^-Komptex 
reduziert und dann nochmais fur 2 Stunden am ROckfluss 
gekocht 

Anschfiessend tBtrierte man die Losung, versetzte sie 40 
mit 900 pi einer I0%igen wassrigen Ammcrtumhexafluoro- 
ptosphatlosung und lasst sie Ober Nacht bei 4*C stenea 
Dabei faltt der Komptex aus. 

Nach dem Abnutschen winj er mittels pr aparal iver 
DicKscru<±tchiDmatographfe (4 KiesetgehPlattan. LaufmittBl 45 
CH,CI,/MeOH/H,0 (7:3:0,5) gerern^L 

Bne vordere rote Zone wird isofiert (50 mg reines 
Produkt) und zur Verseifung mit 5 ml Tritluoressigsaure bei 
Zimrnertemperatur versetzt Nach 1 Stunde wurda die Tri- 
fluoressigsaure am Wasserstrahlvakuum abgezogen. 50 

BfiMflJ 2 



Herstefluno von Ru rfSO.NaltetTMT.r;L 

627 mg RuCV3H f O, 568 mg UQ und 3,26 g Batho 
phenanthn^rKfisulfonsaure^OSIa-Sab (Fluka) werden in 8 ml 
DMF 6 Stunden lang am ROckfiuss gekocht Nach dem 60 
AbkOhlen auf Zimrnertemperatur versetzt man die Reak- 
tionslosung langsam mh 60 ml Aceton und lasst sie dann 
20 Stunden tang bei 4°C stehen. Dabei tailt das vioiette 
Rohprodukt aus. Dieses wfrd abgenutscht und gut mit Ace- 
ton gewaschen. Bne erste Rernigung erfolgt dann durch es 
Umf alien. Hierzu lost man das Rohprodukt in 50 ml Metha- 
nol und falrt es anschfiessend wieder mft 500 ml 



Aceton/Aether (1/1) aus. Dieses Verfahren wird wiederhoft 
Die wertere Rernigung erfolgt durch Chromatographic Ober 
SiO t . Mit 5 I ChtorofomvVethancVAceton (4/3/3) eMert 
man 600 mg praktoch reines Produkt (Ausbeuta: 600 mg). 

Hgfgfrfltfnfl £22 oerrrischten Knmn^, 

Rwf§QiNfl)T&5lh0li [ 

(SQ,-NH^H,-CH,-COO^ih^te^TCL 

76,2 mg Ru[(So,Na),batho] s Cl l werden in einem 
Gernisch aus 1 ml Wasser und 4 ml Methanol getost und 
rrtit 41,0 mg [(SO t -NH-CH,^ l <XX)-t-butyl) I bathol 
(vgt Beispiel 1a) (gelost In 3 ml Chlorofbrm) vermischt 
Dieses Reaktonsgemisch wird 3 Stunden lang unter N, 
am ROckfluss erhitzt, wo bei eine orange- rote Losung errt- 
steht Anschtfessend wird das LoeemmeJ durch Einbiasen 
von N, und lefchtem Erwarmen zu etwa 90% abdestffiert 
Beim AbkOhlen auf ZirTvrtertemperatur fdttt efn Tea des 
Produktes aus. Zur Refnigung tost man das Produkt in 1,5 
ml Methanol und 0.5 ml DMF und chromatog^aphiert es 
Qber SO, mit dem Laufmittel Chkvoform/Methanol/Wasser 
(7/3/0,5) (Ausbeuta 75 mg). 

HvTgtvtiwnfl tea Rtf-Komotexes rRC-27 

BulSQJtoLbflbaL 

rfSQ^H^.^H.^CQOHUhmhoTnL 

Verserfung des t-Butytesters. Hierzu werden 55 mg 
Ru[(SO,Na),batho], [ 
(SO,-NH<>4 1 -CH J ^3O-t-rjuty0,batrx)]^ in 5 ml 

Trrfluoressigsaure getost Das Reaktionsgemisch lasst man 
1 Stunde bei Zimrnertemperatur stehen und zteht dann am 
Wasserstrahlvakuum bei 40 °C die Trifhjoressigsaure ab. 

Das Rohprodukt wurde zunachst durch 
Saulenchromatagjaphie Ober SO, gereinigL LaufrTottBc 

300 ml ChlorofprTn/Acelon/Metrianol (4/3/3) 

500 ml Chlorofcrm/Metharol/Wasser (50/50/2) 

500 ml Chlorofbrm/Msthanol/Wasser (50/50/5) 

250 rrd CrikxoforTriWettwc^asaer (50/50710) 

100 ml MettanolAVaseer (10/1) 

100 ml Memanol/Wasser (1/1) 

Die endgOltige Rernigung erfolgt mittels praparativer 
DicksdiiclitulHUiiatographie. 40 mg des Ru-Komplexes 
werden hierzu in 700 ul Wasser gelost und auf 4 PSC- 
Platten (SiO,-Plattan .von Merck) aufgetragea Ueber 
Nacht werden diese bei 60 °C getrocknet und anschTiessend 
mit dem Laufmittel Chlorofbrm/Methanol/Wasser (50/50/2) 
chromatographiert Die Hauptzone wird herausgekratzt und 
dreimal mit je 40 ml Wasser extrahiert (das Kieseigel wird 
dabei durch Zentrffugation abgetrenrrt). Nach dem Bnengen 
werden vom Produkt noch letzte Spuren SO, entfemt, 
indem man es m wenig Methanol tost und das ungetoste 
Kieseigel abzentrifugiert (Ausbeute: 38 mg). 

BejaasLa 
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tin i i rt — 

t-Butvtoar dm Qlrem rfSP,NH CH. CPP-t-Mvl), 



Diese Suffonamidsynthese erfoigte analog dor in Bei* 
spiel 1 beachnebenea 

Ansatz QJyon-t-butytestsr Diberaoteutfimicteaiz (10,3 
g), Triahytamin (28 mO und Bathophenanthrofincfauttoch- 
torid (4.2 g). 

Ausbeute: 4,9 9 [(SO.NH CH I COO-t-butyi),bslho] 



HOTtefluno- 



RuffSO.NaUbfllhol.rfSQ.NH 



COO-t>butvf>.batho}CI. 

3.6 g Ru[(SO J Na) l bamol 1 CI, . (stehe BecspieJ 2) 
warden in einem Gernisch aus 160 ml Methanol und 100 
ml Wasser geicst und rret 2,01 g [(SO,NH CH.C 
CXM-butyO-batho] {geicet in 80 mi Methanol) vermtacht 

Dieses Reaktkxiagemiach wind 5 Stunden tang unter 
N, am ROckftuss gekocht wobei sine tiefrote Loaung 
entsteht Nach dem AbkOhten engt man die Reak- 
tianslosung am Vakuum auf etwa 70 ml ein und fafit den 
genuschtsn Ru-Komptex dann durch langsames Zutropfen 
von 1 ,4 ( Aceton aus. 

Zur weiteren Reinigung wtrd das abgenutschle Rohpro- 
dukt zweima! umgetttt. Man lost htsrzu den Nieoerachlag in 
etwa 150 mi MeOH/H a O/CH a Cl, (2:1:0,3) und fftttt den 
Komptax derm wieder aus durch langsames Zutropfen von 
1,5 I Aceton. 

Zum Schkjss wrrd das Produkt noch zweimal Qber 
KieselgeJ crtrontaaographiert mit dem Laufmftfeel 
CH,CyMeOH7H,0 (7:3:0,5). Nach einer weftecen 
Umffifiung analog oben erhait man ein mines Produkt Aus* 
beute: 3,0 g rotes PuJver. 

VflfffBtfung t-BuMesters zum label rRC-31 

RuT(SQiNa>r&athQL rrso.NH 

GHiCQOHlrtetfiQlCtt 

500 mg 
SO,l^) 1 bathoL[(SO l NhK>l,CXXD-t-buty1) I bathopi I 
warden in 40 ml Trifluoressigsaure dtspergiert Nach 
2^stundtgem ROhran bei RT wtrd die Trifluoressigsaure 
em Vakuum abgezogen. Den RQckstand lost men rn.etnem 
Qemtsch aus 1 ml DMF und 3 ml Wasser. Durch langsa- 
mes Zutropfen von 500 mi Aceton/MeOH- (8:2) faflt man da 
raus den Kompiex wieder aus. 

Lneser urnrduprozsss wvo nocn zwetmai wjeoarnoit, 
dann trocknet man das rots Pulver bei 70 *C am Vakuum. 
Ausbeute: 420 mg. 



Ru[( 



HersteHuno des Balhoorienanlhroliridisutfonamio^ mrt dam 

kBuMaatec tier 4-AmfngtoJttereSyffi 

[(SO t NHCH,CH,CH,(XXD-t4)utyi),batho] 

Diese Suffonamidsynthese erfoigte analog der in Bei* 

spiel 1 beschriebenen. 

Ansatz 4*AmirioouttBf38iire*t-butylester (1,57 g) 

Triathytamin (17 ml) und Bathophenanthrolinoisutfocrtk^ 

(2,1 g). Ausbeute: 1,3 g [<SO,NH CH.C 

H t CH 1 COO-t-butyf) 1 balho) 



Hersteftuno des ciemtscmen Komotexes 

Ru{(SO l Na)^elhoM(SO I NH CH,C 
H,CH,COO*t*txity1) > balho)CI, 
5 Diese Synthase erfoigte analog der Vorschrift von Bei* 

spiel 3. 

Ansatz: 1,28 g Ru[(SO a Na),ba1ho] ] Ci > und 0.775 
g [(SO.NH CH,CH,CH,COO-t-butyl) 1 batho3. Aus- 
beute: 135 g rotas Pulver. 

10 

vgrwifung dee 1-BuMegterg aim label 

Ru[(SaNa) 1 balho3 a I(SO,NH 
CH,CH,CH t COOH) a bathopi t 
75 Ansatz: Verseifung von 70 mg t-Butytester-Derivat 

Ru[(SaNa),batho] > [(SO,NH CH a CH,CH,-COO-t 
butyl), bathopi, analog der Vorschrift von BeispieH 3. 
Ausbeute: 50 mg. 

20 



idaatelluog dsa BflitOTftenarrthrpino^^ mrt dem 
25 t-BwlYtestgr der B-AmjnpgapfpnsawB 



[(SO.NH CH,CH I CH,CH a CH 1 
COO-t-butyl),batho] 

Diese Suffonamidsynthese erfoigte analog oar in Bet- 
30 spiel 1 beschriebenen. 

Ansatz: 6-Arninocapronsaura*t-butylestBr (2,27 g) 
Trialhyiarrwi (17 ml) und Battophenarrthrotindisuffoch^ 
(2,1 g). Ausbeute: 13 g [(SO,NH 
CH,CH,C^,(>< 3 CH J (X)C^t-butyl),batho]. 

35 



Ru[(SO,Na) > batho] a [(SO,NH 
CH,CH J CH,CH,C>l f CXX5-t-butyi),bathoPl 1 
40 Diese Synthese erfoigte analog der Vorschrift von Bei- 

spiel 3. 

Ansatz 2,3 g Ru£(SO,Na) s batho] x CI, und 1,49 g 
[(SO.NH 

CH,CH,CH,OT,CH a CCKD-t-butyl),batho]. Aus- 
46 beute: 2,8 g rotes Pulver. 

YflCBaifung ties t-Bufriegters zum label m C-31 

Ru[(SO,Na) I batho] a [(S0 1 NH 
50 CH,CH,CH I CH J CH,CXK>H>,ba1ho]a, 

Ansatz: Verseifung von 100 mg t-Butyiester-Derivat 
Ru[(SaNa),balhol>[(SO>NH 

CH,CH 1 CH,CH,CH,C<X)-t-butyO,batho]CI J . ana- 
log der Vorschrift von Betspiel 3. Ausbeute: 85 mg. 

55 



so Hgrstsffyno, dps ggmlSgfllBft KgmPlffi^ 



CH,C 



RuC(SO,Na),balho],[(SO,Na)(SO,NH 
H,COO-t-butyl)batho]CI, 

Diese Synthese erfoigte analog der Vorschrift von Bei- 
65 spiel 3.' 

Ansatz: 102 mg RuKSO-Na^bathoLC!, und 51 
mg [(SO,Na)(SO,NH CH.CH.COO-t-butylJbatho] 
(siehe Betspiei 1). Ausbeute: 105 mg rotes Putver. 
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vgrggflvno tfw t-gtffrfwterg gym Lahal mfr§1 

Ru[SO,Na),bathoJ I [(SO,Na)(SO,NH 
CH,CH a COOH)batho3C«, 

Ansatz Verseifuno von 105 mg t-Butytestsr-Denvat 
Ru[(SO > Na) 1 bathol,[(SO,Na)(S0 1 NH CH,C 
H.COO-tbutyObathoJCl, analog der Vorechrift von Bet- 
spiel 3. Remigung erfoigt durch preparative Dtekschichtohro- 
matographie (KjasaJgaf^lattan, Lsufmrtel 

CHCI^oOH/Aceton (4:3:3)). Ausbeute: 32 mg, 

BgaaaLZ 



Svnthesa y^O p. 

^<?htorofOQk)nvn>S-Dhenvt-v^^ 

In einem ROhrkotoen mit Ruckfkisskuhler wanton 9,3 g 
AKX 10 ml CS, und 1,98 ml ^-Chtapropkriyk^kxid 
vorgetegl Zu dieeem Gemiach least man bet Zirnrnertampe- 
ratur irmert 3 Mtnutan 3,61 g 5-Ptwnytvaieriansaure zutrop- 
fen (nachgespOIt wird mil 2 ml CS,). Das Reakiionsge- 
misch wird anschteasend noch 15 Mtnutan waiter gerOhrt, 
latent erwarmt und darm abgekOhtt. 

Dann pipettiert man das Reaktionagemisch in acne 
gerohrte Mischung von Be, Wasser und Aether. Die orga- 
nieche Phase wascht man mft Bfearbonatiosung und Was- 
ser neutral Nach dam Trocknen Ober MgSO« zteht man 
das Loaemittel ab. Dabei erhatt man 5,03 g kristaJKnes 
ProdukL 

Synthese . yon 

5-fD-f7-PhenvH .1 0-or«marTmrolm^lrjr^^ 

[(CH,CH,CT,CH,CX)OH)batho] 

In einem ROhrkotoen warden untar Argon 2,54 g 
4-Phenyl-8-aminochJnolm i 11,5 ml H,P0 4 (85%ig) und 2J3 
ml Arsensaurelosung (80%ige H,Ae0 4 ) vorgelegt Zum 
Losen des ChinoTms erhftrt man das Gemisch auf 120°C. 
Dann fOgt man innerhalb von 5 Minuten noch 4,56 g 
p-[^-Chtorpropiony1>5-phenyh^^ hm- 
zu. Anschfessend hetet man das Reaktionsgerntech untar 
ROhren innerhalb von 10 Minutan auf 140*C auf und lasst 
es auf oleaer Ternperatur noch 1 Stunde. 

Zur Aufarbeitung kuhtt man das Reakfonsgemisch ab 
und pipettiert es in ein gerOhrtas Gemisch von 50 ml 
Wasser und 125 ml CH,Cl lf das gut mit Bs gekQhft wird. 
Durch ZufOgen von Natroniauge bringt man den pH-Wert 
auf 5. Dabei gent die Subatanz in die organtache Phase 
Ober. 

Nach dem Aboempfen dee Lcaemfcete erhaft man ein 
Rohprodukt das neben dem Methytester auch noch freie 
Saure enthalt (die Reaktionsbetfngungen wirken rrydrorysie- 
rend). Durch Behandlung mit Diazomethan (in 
Aether/MethanoO wird das Gemisch wieder voHstandig in 
den Methytesterz DberfOhrt 

Nach zwecmaJiger Chromatographie mit Essigester an 
Atox 111 (mit 1,5% H,0 noch zusatdich oesaktiviert) erhatt 
man 3,022 g Methyiester. 

Zur Verseifung lost man diesen in 20 ml Aethanol auf, 
versetzt die Losung mit Natroniauge (0,950 g NaOH getost 
in 5 mi H,0) und erhitzt &e untar Argon fur 2 Stunden auf 
80 °C. Die abgekOhlte Losung wird in ein CH,Ck/H,0 
Gemisch gegeben, darm der pH-Wert der Losung mft 
85%iger H,PO. auf 4-5 etngestelft und anschlieasend das 
Produkt axtrahierL 



Das eingeengta CHjCd-Extrakt wird aus Benzoi um- 
kristaffisiert, dabei erhaft man 1,35 g ProdukL Aus der 
eingeangtan Mutterlauge erhaft man durch Umkristaifisieren 
aus Aethanol noch weftare 0338 g ProdukL 
5 Gasamtausbeuta 1,688 g Saure (kristafliaiert ohne 

LoaamftteQ, FpkL 234-235 °C. 

HersteBuno das Ru-Knmnlo^ fRC.71 

10 Ru[(SO,Na),bathol, [ 

(CH 1 CH,OT I CH,-COOH)b«lho]CI J 

Zu einer Losung von 102,4 mg R 
u[(SaNa),batho3 I ^Cl 3 -2H,0 in 4 ml Methanol und 8 
ml Wasser girt man 343 mg 

16 5-[p-(7-Pheny1-l ,1 0-prienarrtrtrolh^-yi)priefTyq-ce^ 

aufgeJost in 2 rrtf Methanol. Dieses Gemisch wird 3 Stunden 
tang untar N, am RQckfluss erhitzt, wobei eine orange-rota 
Losung entstahL 

Anschfiessend entfernt man den grosstan Tefl des 

20 Losungsmftteis durch Etrtbtasen von N,. Der Rest wird 
dann voiends mft dem Rotatkxtsveroampter abgezogen. 

Die Reinigung des Rohproduktas erfoigt mitlate 
praparativer Dk^schk^tcfiromatographJa Der Komptex wird 
hterzu in wenig Wasser aufgelost und auf 6 PSC-PIaUen 

26 (SO.-Platten von Merck) aufgetragen. Nach dem Trock- 
nen der Platten bei 70° chromaiographiert man mit dem 
Laufmittol ChlorofornVAcetonVMetrianol (4/3/3). 

Das mft Wasser extrahierte HauptzonenprodLict wurde 
noch dretmal einer praparativen Dicksc^^tcrfvCTi^atographie 

30 untarworfan, wobei folgande LaufmftteJ verwendet wurden: 
Aceton/Wasser (9/1), dann Aceton/Wasser (8,571 ^) und 
schfiessSch Chkxoform/MetharwWasser (50/5072). 

Zur Entfemung von letztan Spuren SO, lost man das 
extrahierte Produkt in wenig Methanol und zentrifugiert das 

35 ungeJoste Kieseigel ab. Aus 1 ml rrwrthanofiacher Losung 
wurde darm das Produkt mft 50 ml Acaton ausgefaftt Aus- 
bout* 42,6 mg (rotes Pulver). 

QasssteLZ 
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gynthew : g 

-rg-ChkjrorrxxxTvn-6-Dr^rtvl-ca^^ 

46 

In einem ROhrkotoen mit ROckfiusskuhter warden 17,2 
g AlCt, 183 ml CS, und 3.6 ml /S^hkx-proctonyWitorid 
vorgetegt Zu cfiesem Gemisch tasst man bei Z imm er tampa - 
•ratur innert 10 Minutan 7,06 g 
50 6-Phenylcapronsauremethylest^ zutropfen (nachgespuft 
wwd mft 4 ml CS,). Das ReaktSonsgernisch wird anschfies- 
send noch 15 Minuten- welter gerOhrt. leicht erwarmt und 
dann abgekOhtt. 

Dann pipettiert man das Reakfiwisgemisch in eine 
55 gerOhrte Mtschung von Fts, Wasser und Aether. Die orga- 
nische Phase wascht man mit Bicartonaltosung und Was- 
ser neutral. Nach dem Trocknen Ober MgSO« zieht man 
das Losungsmfttel ab. Dabei erhaft man 10,2 g knstal&nes 
ProdukL 

60 

Svntheae you £ - 

rp-(7-Phenvl-i .1 0<>r*marrthrofir>^H)^^ 

[(CH,CH 1 CH,CH,CH I COOH)batho] 
In einem ROhrkolben warden untar Argon 5,90 g 
4-Pr>er)yl-8-8minochirioRn, 27 mL H,P0 4 (85%ig) und 5,35 
ml Arsen saurelosung (80%igo H,As0 4 ) vorgetegL Zum 
Losen des ChinoSns erhitzt man das Gemisch auf 120°C. 
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Dann fOgt man tnrerhato von 5 Minutan noch 11,15 g 
p^^hkypropioityn^g-phenyteapro hinzu. 
AnecWteeeand erhitzt man das Reafcfionsgenwch unter 
ROhren innerhaJb von 10 Minutan auf 140°C und lasst es 
auf dteser Temperatur noch 1 Stunde. 

Zur Aufarbeitung kOhtt man das Reafcticrogemtsch ab 
und pipetttert es in ein gerQhrtes Gemisch von 100 ml 
Weaaer und 250 ml CH.d,. das gut mit Bs gekflhit wird. 
Durch Zufugen von Natnontauge (etwa 2/3 einer Losung 
aua 45 g NaOH in 200 ml Wesaar) bringt man denn dan 
pH-Wart auf 5. Dabai gent die Substanz in die organische 
Phase Qbar. 

Ncch dam Abdampfen das Lcaemrttats erhalt man 
15,76 g cfickflOssiges Oei, das naben dam Methytester auch 
noch frete SAure enthatt (die Reaktionsbedingungen wirkon 
hyoYotysterend). Durch Behandtung rmt Diazomethan (in 
Aether/MethanoO wird das Gemisch wieder vofistandig in 
den Methytester uberfOhrt Dteser wird mit E s sjgestar an 
350 g AJax III (mtt 1% H,0 noch zusfttzfich desaktiviert) 
ctiro ma tDyaphiert (Fraktionen a 120 ml). Raines Produkt 
enthahon die FraWonen 5 bis 9. 

Die Fraktionen 3, 4 und 10 sind dagegen noch verun- 
reiniot Sie warden nochmate mit Essigestar Ober AlumWu- 
majdd chrofrtatographiert (wie vorher beschrieben). Aus den 
reinen Fraktionen der baiden Chro malo g i a phien erhalt man 
nach dem Abztehen des Losemftiete 6.979 g Methytester. 

2ur Veraaifung lost man den Ester in 45 ml Aethanol 
auf, veraetzt dteea Losung mtt Natronlauge (2^4 g NaOH 
geiost in 11 ml H,0) und errutzt sie unter Argon fur 2 
Slunden auf 80 °C. Dam aeht man am Rotalionsverdamp- 
fer das Aethanol ab und nimmt den Rockstand in einem 
Gemisch von CH.CI^Wasaar auf. Mit 3,75 ml H.PO, 
85%ig wird der pH-Wert auf ca. 3 ecngestem und dann das 
Produkt extrahiert 

Daa Extrakt wird neutral gewaschen, oetroc kn e t und bis 
auf 300 ml eingeongt Nach dem Zusatz von inagasamt 3,5 
g Norit SX-3 ruhrt man die Losung 40 Minutan lang, Wtnert 
ate und engt ate bis auf wanig CH,Ck em. Nun gjbt man 
20 ml Benzol hinzu und lasst die Substanz wahrend 48 
Stunden bei Ztmrnertemperalur auskristaJfeiereru 

Durch Abnutachen, Waschen mit Benzol und Trccknen 
im FT W kkatnr erhaft man 5,393 g Produkt, das im KristaU 
noch Benzol enthait 

Das BenzoMrete Produkt hat eteen Fpkt von 195°. 

HgrgteBunQ tfW RvrKOTPlffgLlBC^l 

RuI(SaNa^bamol,[(CH,CH 1 CH t CH,CH,-C- 
OOH)bathoX:i, 

Zu einer. Losung von 384 mg R 
uKSO.NakbathoL-Cfi 2H,0 in 20 ml Methanol und 5 
ml Wesaar gibt man 134,2 mg 
6-{p^^r«rTyi-i,io-pr)er«niriroliri^ 

aufgetest in 5,7 ml Methanol. Dteses Gamtech wird 3 Stun- 
den lang unter N, am Ruckftuss erhitzt. wobei ein© 
orange-rote Losung entsteht 

Anachijessond entfemt man den gr oast e m Tea des 
Loaemitteta durch Embiasen von N„ Der Rest wird dann 
voBends mit dem Rotatkxisverdampfer abgezogen. 

Die Reinigung des Produktes erfokjt zunachst durch 
zwaimafige Sautenchnamatogr ap hte Ober SO, mit dem 
LaufmrttBl ChkxcfcnWMethanolWasser (7/3/0,5). An- 
sch B esaend wird der Komptex noch mrttote praparativer 
Dickschk^itchromalogra gereinigt (SKD,-Ptatten von 
Merck). Laufrnfei: Chtoroforrr^etrianolAVaseer (7/3/0,5). 

Die Hauptzone wird nach dem Herauskratzen mrt Me- 
thanol extrahiert Ausbeuta: 182 mg (rotes Putver). 



Betsoiel 9 



5 HersteBuno der Bergrjfaalhorjhenanthr^^ 

[(CH,CH J CH,CH,C€XDH)benzobatho] 

Die Synthase dteser Verbindung erfokjte aus 
2-Amtr^3-naphthcesaure mrtteis Skraup'scher Roaktion 
10 analog dem in Betsoiel 7 angegebenen Verfahren fOr 
[(CH,CH,CH,CH,COOH)batho]. Gesarrrtausbeute: 
1.07 g. 

Hersteflung des Ru-Komntexas fRC-91 

15 

Ru[(SO,Na},bamo] > 
[(CH,CH,CH l CH I COOH)benzobatho]CI, 

Dtese Syntheae erfokjte analog der Vorschrift von Bei* 
spiel 3. 

20 Ansatz:l,28 g Ru[(SO,Na) f bathoJ,Cl 1 und 0.561 g 

[(CH,CH t CH l CH I «X>H)berizobathol. Ausbeuta: 1,1 
g rotes Putver. 

25 



Hersteftuno des Ru-KomotexBsTRC-im 

30 Ru{(SO,Na) 1 batho] a [(COOH) 1 bpy)Cl x 

Dtese Syntheae erfoHjte analog der Vorschrift von Bei- 
spteO. 

Ansatz: 256 mg Ru[(SO,Na) 7 batho] 2 C^, 49 mg 
4,4'-Drartxwy-2^'-bcpyridin und 60 mg NaHCO, (zum 
36 SoiubUiateren dee Bipynams) in 25 ml MeOH/H,0 (1:2), 
Ausbeuta: 290 mg rotes Pufver. 

BfifflaaLU 

40 

Manoeruno von anti-CEA mtt darn Ru-Komotex fRC-21 

Die Koppiung des germschten Ru-Komptexes [RC-2] 
45 en anti-CEA erfokjte mit Hiffe des wasserlosiichen 
CanxxJiimid-DerivatBS N- 
Cyctohexyl-N , -(2-mon3hofirioai^ 

methyl-p-toiuolsuffonaL Da der Komptex Ober zwei rsaktive 
Gruppen pro MotekOI verfugt wird molar die doppefte 
50 Mange an Carbodnmid verwendet 

Fur die Kopplungsreaktion steUt man die foJgenden 
Stammlosungen hen 

1) 4,00 mg/ml Ru-Komptex*[RC-2] in Wasser bei pH 

4,5 

55 2) 2,17 mg/ml anti-CEA vom Kaninchen (DAKO Code 

Nr. A 115, Lot 112 B) in 200 mM NaHCO,; pH 8.5. 

136 u! Stammiosung 1 warden mit 264 pi Wasser pH 
4,5 (ecngestaat mit HCO venJunnt Dazu gibt man 0,27 mg 
N^ctohexyW-teHTiorphott 

60 rrielry^toluoisuttbnat und durchmischt kurz am Vortex 
Nach 2 Minutan fugt man 400 ul von der anti-CEA 
Stamrnlosung 2 hinzu und durchmischt wieder gut am Vor- 
tex. Durch die Zugabe von wenig 1N HCI wird der pH-Wert 
auf 8,5 eingestettL Dann lasst man das Reaktionsgemisch 

65 17 Stunden lang bei Zimmertemperatur im Dunkeln stehen. 
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Zur Abtrennung des markiertan anti-CEAs wurden 500 
M* <tes Reaktiorwgenwches Ober one Saute (Unge 30 cm, 
Durchrnesser 9 mm) mit Acryiamid Oaf AcA-54 von LKB 
cnromatographtert (Laufrntttet; 150 mM NaO, 10 mM Na- 
phosphat. 0.02% NaN„ pH 7,0). Die Fraktionen mit dem 
hochsten Qehart an martdertem anti-CEA wurden vareinigt - 
insgesamt 5,2 ml In dieser Losung wimfe der Qehaft an 
anti-CEA und an Ru-Komptex UV-spektrostopech bestimmt 
(aus der optischen Dtcrtts bei 278 ran - Absorption von 
anti-CEA und Ru-Komptex, sovrie aus der opfechen Dicnte 
bei 445 ran - Absorption des Ru-Komptexes aflein). Es 
wurden dabei folgende Konzentrationen erhaten: 

0.66 x 10'*M/1 Ru-Komptex 

0,58 x 10" 6 M/1 anti-CEA. 

Dies errtapricht einem Markierungsgrad von 1,1. 



PurChfDhrvnQ ernes FkjoresTenammimftassmm mit CPA 
Standards 

Zur quantitative* Bestirnmung von CEA-Standards wtrd 
etn Sanowichtest mit einem rrvxnokJonaien CEA-Antikorper 
und einem potyttonaten CEA-Arrtflcorper (rnarkierte An- 
tikorper von DAKO) wie tb4gt durchgefOhrt 

a) In (fie erfordertiche AnzahJ Testrohrchen (10 x 75 
mm) werden je 0,250 ml CEA-StandanSceung (0 ng/ml 
CEA; 2,5 ng/ml CEA; 5 ng/ml CEA; 10 ng/ml CEA und 20 
ng/ml CEA in 150 mM NaCl, 10 mM Na-Phosphat mit 20 
g/l RtrKJerearurraibunmi) pipeftiert, je eine mit monoktonatem 
anti-CEA sensibifisierte PotystyroikugeJ (Durchmesser 6,5 
mm) zugefOgt und bei 37«C wahrend 24 Stunden inkubiert 
Anschfiessend werden die Polystyroacugeln dreimaJ mit je 
2-5 ml destifiertem Wasaer gewaschen und dann in 
Testrohrchen tnansferiert die je 0,250 mi PuWenosung mit 1 
x 10~* MA martdertem Kantnchen anti-CEA errthaiten 
(Markierungsgrad 1,1). 

Nach oner 24-stundigen Inkubation bei 37°C werden 
die Kugein wieder dreimal mit je 2-5 ml destiUiertem Was- 
ser gewaschen und anschltessend in Testrohrchen mit je 2 
mi Scmvefeisaure (0,09N) tranafanert Nach 30 Mtnutan 



pipet tiert man die Scmrafeisaure-Lasung in Messkuvetten 
und misst den Qanalt an Ru-Komptex fluoreszargspaktroa- 
kopisch (AnregungsweUenlange 453 run, Emlssionswel 
tenlange 612 run). 
5 Die Messung erfoJgta mit der frOher beschnebenen 

Apparatur uhter Verwendung eines KantenfirterB B 610 von 
Balzera, einer zeitiichen Verzogerung der Fiuoreszertzmes- 
sung von 2 usee (bezogen auf den Anregungspute) und 
einer Osfmung des Measfansters von 3 usee. 

to in der Tabefle I sind die Werte einer CEA-Bestimmung 

aufgetthrt, die mit einer Rathe von CEA-Standards von 
Roche erhalten wurden. 

Die Empfiraflichkeit bei diesem zweistufigen Test 
betragt 60 pg/ml CEA. 

75 Der CEA Test konnte auch in emem Eirrtopfverfahren 

gemass folgendem Verfehren durchgefOhrt werden. 

b) In die erfordertiche Anzahl Testrohrchen (10 x 75 
mm) gtot man je 0.125 ml CEA-Standardiosung (0 ng/ml 
CEA; 2J5 ng/ml CEA; 5 ng/rrri CEA; 10 ng/ml CEA; 20 

20 ng/ml CEA m fotalem KaJberserum) sowte je 0,125 ml 
Losung mit 2 x 10" B M/I Kaninchen anti-CEA, das mit dem 
Ru-Komptex manoert ist (Markierungsgrad 1,25; 
VerdOnnungspuffer pH 7,1 enthalt 0,1 M/I Tris, 20% ffitates 
Kalbaraerum 0,05% Timerosal und 0,02% Tween 20). 

55 Dann fugt man noch je eine Polystyrolkugel Purchmesser 
6,5 mm aensibffisiert mit monoWonalem anti-CEA) hinzu und 
Inkubiert bei 37°C wahrend 24 Stunden. 

An8chltessend werden die Kugein dreimal mit je 2-5 ml 
destHfiertem Wasser gewaschen und dann in Testrohrchen 

30 mit je 2 ml Schwefeisaure (0.09N) transferer! Nach 30 
Minuten prpettiert man die Schwefetesure-Lfieung in 
Messkuvetten und misst den Gehaft an Ru-Komptex fiuores- 
zenzspektroskopisch (die MessbeaTngungen sind iaentiach 
mit jenen von Ten a)). 

3S Die Resurtate dieser CEA-Bestimmung sind in Tabefle 

II zusammeogesteflL Bei den Emtoptvertahren findet man 
eine EmpftxHichkert von 430 pg/ml CEA. 

Tabefle I 

40 

Ffuoreszenzspektroskopische Bestirnmung von CEA- 
Standards (zweistufiges Verfehren) 



Konzentration an CEA Rel. Fluoreszenzinteneitat 

(Roche Standard LQgunaen) \ 

O ng/ml CEA 0.071 

2,5 ng/ml CEA 0,532 

5 ng/ml CEA 1,041 

10 ng/ml CEA 1.846 

20 ng/ml CEA 4,121 ~ 



Ruoroszenzspektroskopische Bestirnmung von CEA- 65 
Standards (Eintopf-Verfahren) 
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Konzentration an CEA Rel. FluoreszenzintensitSt 

(Roche Standard LSsuncren) 

O ng/ml CEA 0.27 

2.5 ng/ml CEA 1.21 

5 ng/ml CEA 2.66 

10 ng/ml CEA 5.13 

20 ng/ml CEA 9,74 



Markfenino von anti-HCQ 

Die Markierung von anti-HCG mit dam Ru-Komptex 
[RC-2] erfoigte auf gtetche Art und Wetoe wie jene von 
anti-CEA gemaes Beispiel 11. 

P^jfie Koppkjngsreaktion stem man cBe folgenden 
Stammlosungen hen 

1) 4.00 mgATri Ru-Kompiex fRC-2] in Wasser bei pH 

4.5 

2) 1033 mg/rnj anti-HCG vom Kantnchen (DAKO 
Code Nr. A 231 Lot 032 A) in 200 mM NaHCO,; pH 8.5. 

150 p! Starnmloeung 1 warden mrt 250 pi Wasser pH 
4,5 (eingeateflt mit HCI) verdOnnt Zu cSeeer Losung gtbt 
n* 8 * 0,30 mg t4» 

Cyctanexyt-NM2-nx)rprw6noa^ -methyl - 

p-to*uoteuHbnat und durcnmiacht kurz am Vortex Nach 2 
Mtnuten fDgt man die anti-HCG-Lfieung (222 ul 
StamrnJosung 2 verdunnt mit 178 pi eror 200 mM N 
aHCO.-LOsung pH 8,5) hinzu und durchmtecht gut am 
Vortex Mit wenig HCI wird der pH-Wert auf 8,5 etngesteftt 
Derm least man das Reaktionagemisch 17 Stunden lang bei 
Zimmertempacalur im Dunketn stehen. 

Zur Abtrennung des rnarkierten anti-HCQs warden 500 
ul das Reaktxxwgemtsches Obar eine Saute (Lange 30 cm, 
Durchrnesser 9 mm) mit Acrytemid Qel AcA-54 (von LKB) 
chrornatographiert (Laufrnrttel: 150 mM NaCI, 10 mM Na- 
Pnoaphat, 0,02% NaN„ pH 7,0). Die Fraktionen mit dam 
Wchsten Gehaft an markiertem anti-HCG warden' voreinigt - 
tnsgesamt 5,2 ml In cfeaer Losung wird der Gehaft an 
anti-HCQ und an Ru-Komptex UV-spektroskopisch be- 
stimmt Es warden dabei foigende Konzerttretoien erhateru 

2.01 x 10-«M/1 Ru-Komptex 

2,04 x10~ 6 MA anti-HCQ 

Dies erttspricht einem Markierungsgrad von 1,0. 
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25 Zur quantitativen Bestimmung von l-HCG-Standards 

wird em Sandwichtest mit einem rrrcmoWonaJen 0 
-HCG-Antfcorper und einem poryktonaten HCG-Antikorper 
(markierte Antikorper von DAKO) wie foigt aurchgefuhrt 
In ale ertoPderPche Anzahl TestnBhrchen (10 x 75 mm) 

30 gibt man je 0.050 ml 0-HCG-Standanfl6sung (0 mlU/mi; 10 
mlU/ml; 25 mlU/mt; 50 mlU/mfc 100 mlU/ml; 200 rrrfU/mO. 
0.050 ml Losung mit 5.12 x 10~ B M/1 anti-HCG. das mit 
dem Ru-Komptex markiert ist (Markierungsgrad 1.0; 
Verdunnungspuffer pH 7.1 errthatt 0.1 M/1 Tris. 20% fotates 

36 Kalberserum, 0,05% TOrnerosal und 0.02% Tween 20) 
sowie je 0.150 ml Puffertosung (150 mM NaCI. 10 mM 
Na-Pnosphat mit 20 g/l Rirrierserumalbumin). Dann fugt 
man noch je eine PolystyToikugel purchmesser 6,5 mm 
sansibffisiert mtt monokkxtalem anti-£-HCG) hinzu und in- 

40 kubiert bei 37°C wahrend 16 Stunden. 

Anachfiessand warden die Kugetn dretmsJ mit je 2-5 ml 
destifiiertem Wasser gewaschen und dann in Testrohrchen 
mit je 2 ml Schwefeteaure (0.09N) transferiert Nach 30 
Minuten pipettiert man die Schwefelsaure- Losung in 

45 Messkuvetten und misst den Gehait an Ru-Komptex fkjores- 
zanzspektroskopiech (die Messbedingungen sind tdemisch 
mit jenen von Beispiei 12). 

Die Resuttate dieser /S-HCG-Bestimrmmg sind in der 
Tabefle III zusammengesteflt Bei diesem Eintopfverfahren 

60 findet man eine Ernpfindlfchkeft von 2^ mlU/ml 0-HCG. 

Tabelte III 



FkJoreszenzspektoskopische Bestimmung von 0 
-HCG-Stsndards (Emtopf-VeWahren) 
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Konzentration an 6-HCG Rel. Fluoreszenzintensitat 



(Roche Standard Losupgen) 



0 


mlU/ml 


0,44 


10 


mlU/ml 


0,34 


25 


mlU/ml 


0,30 


50 


mlU/ml 


1.56 


100 


mlU/ml 


2,78 


200 


mlU/ml 


5,81 



BflMaUS 



Martieruno von aTtti-a-lmerfecnn 

Die Markierung von monoklonatem artf-a-lmerferon 
(von Roche Diagnostica) mat dem Ru-Komptex [RC-2] er- 
folote auf gteiche Art und Weise wie jene von anti-CEA 
gemass Beispiel 11. 

Fur (fie Koppiungsreaktion stem man ale fcJgenden 
StammJosungen hen 

1) 3.75 mg Ru-Komplex [RC-2] in Wasser bei pH 4,5 

2) 6,0 mg/rrt moooWonates antho-Jnterfefon m 200 mM 
NaHCO,; pH 8.5. 

2u 400 }il StammJosung 1 gfot man 0,81 mg vom 
wasserlosficrien Canbocfunid-Oenvat und durchmischt kurz 
am Vortex. 

Nach 2 Mtnuten fOgt man 400 pi von der a 
rrti-a^rrterferon-StanTmldsung 2 hinzu und durchmwcht wie- 
derum kurz am Vortex. Dann laast man das Reaktkxisge- 
misch 17 Stunden lang bei ZirnniertBmperatur im Dunkem 
atehen. 

Zur Abtrermung des mafWertan ant^-lntarferons war- 
den 500 pi des ReaJdkxtsgernisches Ober etne Saule 
(Lange 30 cm, Durchmeseer 9 mm) mit Acrylamtd-QeJ 
AcA-54 von LKB chroniatoGraphiert (laufmittet 150 mM 
Nad, 10 mM Na-Phosphat, 0,02% NaN„ pH 7,0). 

Die Fraktion mit dem hochsten Gehalt an manoertem 
ant^nterferon warden veremigt - insgesamt 5,2 ml In 
dieser Losung wird der Gehait an artt^-lnterferon und an 
Ru-komplex UV-epektroskopisch bestimmt - 

Man erhaJt dabei folgende Konzentrationen: 

11,5 x 10 -6 M/i Ru-Komplex 

1x8 x 10~ C M/I amj-aHntarferon (monaktonal). 

Dies entsprich l einem MarWerungagrad MQ von 6*4. 

Baaagj 16 



20 PurchfuhTuna ernes Fhjoreazenzimmtinoassavs mit g 

•Interferon Banriante 

Zur Guantitativen Besfimmung von Iriterferon-raA Stan- 
darts (recombinant leucocyte interferon) who* etn von 

25 Roche Diagnostica ais EIA entwickerter Sandwfchtest ver- 
wendet Anstefle des Enzynwnarkierten zweten Amikorpers 
benutzt man jedoch rronoklonaJes anti^ntarferoa das mit 
dem Ru-Komplex [RC-2] martdert 1st (MarWerungsgrad 6,4). 
Die quantitative Bestirnmung der verachtedenen 

30 Irrteneron-rcrA Standards ertblgte nach foJgendem Verfahren 
(etnstufiger Test): 

In die erforderfche AnzahJ Testrohrchen (io x 75 mm) 
gibt man je 0,100 ml Irtterferon-raA Standard-Losung (0 
U/ml r IFNaA; 25 U/ml r IFNaA; 50 U/rrH rlFNoA; 100 U/mi 

36 r IFNaA; 150 U/ml r IFNaA; 200 U/ml r IFNaA in Normal- 
Human-Serum mit Thimerosal) sowie je 0,500 ml Losung 
mit 5,26 x 10" 10 M/I morxrtlonaJem anti-aHnterferon, das 
mit dem Ru-Komplex [RC-2] markiert ist (Manoerungsgrad 
6,4; Puffersystem: 150 mM Nad, 10 mM Na-Phosphat pH 

40 7,5). Dann fugt man noch je etne Pc4y8tyroflcugeJ 
Purchmesser 6,5 mm; senstbsKsiert mit riKttoklonalem anti- 
Intarferon) hinzu und inkubiert bei Zimmertemperatur (26° 
C) wahrend 24 Stunden. 

An8chfessend werden die Kugetn draimal mit je 2-5 ml 

46 destiQertem Wasser gewaschen und dann in Testrohrchen 
mit je 2 ml Schwefeisaure (0.09N) transtenert Nach 30 
Mmuten pipetfert man die Sc*weiels&*©-Losung in 
Messkuvetten und misst den Qehalt an Ru-Komplex fluores- 
zenzspektroskoptach. (Die Measbedingungen and identsch 

60 mit jenen von Beispiel 12). 

Die Resultate der r IFNaA Bestimmungen sind in 
TebeHe IV zusamrnengesteltL 

Im Bereich von 0-200 U/ml findet man annahernd erne 
linear© Beziehung zwischen der Fluore sz si Tzinte nsftat und 

66 der r IFNaA-Konzentration. Die Empfindlichkeit betragt 0,46 
U/ml r IFNaA. 

TabetielV 



Fhjoreszenzspektroskopische Bestirnmung von r IFNaA 
Standards 
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Konzentration an r IFNaA Rel. Fluoreszenzintensitat 
(Roche Standard Lgsuogenj 



0 


U/ml 


0.14 


25 


U/ml 


0.51 


50 


U/ml 


0.89 


100 


U/ml 


1.80 


150 


U/ml 


2.77 


200 


U/ml 


4.01 
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0,43 x 10~ 6 MA Ru-Komptex 
0,94 x 10" 6 MA enti-CEA 

Dies entspricm einem Marfcierungsgrad MQ von 0,5. 



Markieruno von poMctonatem anti-HCO mft dem Rm. 
Komoto rRC-71 



warden die foigenden 



Fur die Kopplungsreaktion 
StammJosunojen hergeststtt 

1) 5,4 mg/ml Ru-Komptex [RC-7].in Wasser bei pH 

4,5. 

2) 6,0 mg/ml pofyWonates anti-HCG vom Kaninchen 
(DAKO Code Nr. A 231, Lot 032A) in 200 mM NaHCO,; 
pH 8,5. 

Die Kopplungareaktion wird nach dam im Beispiel 11 
beachnebenen Verfahran durchgefOhrt Man verwendet 
Nerzu jeweite 400 pi von den Starnmfc*jungen 1 und 2 
eowie 0,56 mg vom waaserift s Bchen Cartxx«mid. 

Die markierten Antikorper wurden - wie in Beispiel 11 
beachrieban - durch Qek^irornatognaphie vom Ueberachuas 
an Ru-Komptex [RC-7] abgetrennt 

Die UV-spektroakopische Beatimmung des Qehaites an 
anti-HCQ und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 

3,81 x 10" 6 MA Ru-Komptex 

1.87 x 10*« MA anti-HCQ (poryWonai). 

Dies entapricht einem Manoerungagrad MQ von 2,0. 
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MaHuerurw von h-loQ mrt dam Ru-Komotex fRC-fil 

Fur die Kopplungareaktion warden die folgenden 
StammJosunoen hergesteirt 

1) 3.6 mg/ml Ru-Komptex [RC-6] in Wasser bei pH 

4,5 

2) 6,0 mg/ml h-igQ in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die Koppiungareaktion erfoigt nach dam in Beispiel 1 1 
beachnebenen Verfahren.. Dabei warden jeweiis 400 ui von 
dan Stammlosungen 1 und 2 aowie 0,37 mg vom was- 
aerJosSchen Carbocfimid verwandat 

Die markierten Antikorper warden - wie in Beispiel 11 
beacnrieben - durch Qetchromatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-6] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Beatimmung des Qehaites an 
h-fgQ und an Ru-Komplex ergab folgende Werte: 

2,31 x l0- fl MA Ru-Komplex 1,62 x 10~ 6 MA h-»gQ 

Dies e nts pricht einem Markierungsgrad MQ von 1,4. 



MBftoeruno von ooivklonaiem anti-CEA mrt (tern R«„ 
Komotex FRC-ftl 



warden die folgenden 



Fur die Kopphjngsreaidjon 
Stamrrtoaungen hergesteBt 

1) 1,71 mg/ml Ru-Komptex [RC-8J in Wasser bet pH 

4,5. 

2) 2,17 mg/ml por/kJonates artti-CEA vom Karunchen 
(DAKO Code No. A115, Lot 112B) in 200 mM NaHCO.; 
pH8,5. 

Die Kopplungsreaktion wird nach dam im Beispiel 11 
beachnebenen Verfahren durchgefOhrt Man verwandat 
hierzu jeweiis 400 pi von den Stammlosungen i und 2 
eowie 0,19 mg vom wassenoatchen Ce/Doaxmid. 

Die markierten Antikorper wurden - wie in Beispiel n 
beachrieben - durch Gek*iromatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-8] abgetnennt 

Die UV-spaktroa k opiache Bestimmung das Qehaites an 
antj-CEA und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 
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Mgffaeruno von rHoQ mit darn Ru-Komntax men 

Fur die Kcppiungsreektion warden die folgenden 
Stsmmlosungan hergeststtt 

1) 4,0 mg/ml Ru-Komptex [RC-1] in Wasser bei pH 

4.5 

2) 6,0 mg/ml b-lgQ in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die Kcippiungsreaxtion erfoigt nach dem in Beispiel 1 1 
beschriebenen Verfahren. Dabei warden jeweiis 400 uJ von 
den Stammlosungen 1 und 2 aowie 1,11 mg vom was- 
aertosfichen CartxxJfimid verwendet 

Die markierten Antikorper warden - wie in Beispiel 11 
beachrieben - durch Qelchromatographie vom Ueberschuss 
en Ru-Komptex [RC-1] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Qehaites an 
h-lgQ und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 

10,4x10-° MA Ru-Komptex 

1,8 x10" 6 MA h-lgQ 

Dies entspricht einem Manuerungegrad MG von 5,8. 
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Mfi^grvro von ft-lgQ mil ftm Ru^gmriw mggfll 

Fur die KoppJungsreoktian werden cbe folgenden 
StammlOsungon hergesteOt 

1) 29,0 mg/rnl Ru-Komptex [RC-10] in Wasser bet pH 

4,5 

2) 6,0 mg/ml h-JgG in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die Kopplunosrsaktion erfbigt nach dem in Beispie! 11 
beschriebenen Verfahren. Dabei werden 626 pi von der 
Stammlosung 1 und 400 pi von der Stammlosung 2 sowie 
7,45 mg vom wassertosfichen CarbodSmid verwendet 

Die manoerten Antikorper werden - wie in Beispie) 11 
beschrieben - durch Qek^romatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-10] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Qehattes an 
WgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 

0.81 x 10-° M/1 Ru-Komptex 

0,7B x 10" e MA h-IgG 

Dies entspricht einem Markterungsgrad MG von 1.0. 



Mafkreruno von h-loQ mft dem Ru-Komote mcai 

Fur die Koppfcngsreaktion werden cfie folgenden 
StammJosungen hergestefit 1) 

3,7 mg/ml Ru-Komptex [RC-3] in Wasser bei pH 4,5 

2) 

6,0 mg/ml h4gG in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

Die Koppfungsreaktion erfoigt nach dem in Beispiel 11 
beschriebenen Verfahren. Dabei werden jeweiis 400 ul von 
den Starwntosungen 1 und 2 sowie 0,75 mg vom was- 
seriosfichen CarbodHmid verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiel 11 
beschrieben - durch Getchromatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-3] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehattes an 
h-IgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 

4,41 x 10"° MA Ru-Komptex 

1,21 xiO" 6 M/1 h-IgG 

Dies entspricht einem Markterungsgrad MG von 3,6. 
Beispial23 



Markieruno von h-InQ mh rtom Ru-Komoto rRH-Al 

Fur die Kopptungsre afcUo o warden die folgenden 
Stammlosungen hergesteSt 

1) 3,81 mg/ml Ru-Komptex [RC-4J in Wasser bei pH 

4,5 

2) 6,0 mg/ml h-igG in 200 mM NaHCO.; pH 83. 

Die Koppfungsreaktion erfbigt nach dem in Beispiei 11 
beschriebenen Verfahren. Dabei werden jeweiis 400 ul von 
den Starnrrtosungen 1 und 2 sowie 0,75 mg vom was- 
serioslichen Cartxxliimjd verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiei 11 
beschrieben - durch Gek^vomatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-4] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des GehaKes en 
h-IgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 



5.51 x 10~ 6 MA Ru-Komptex 
1,17x10- 6 M/lrWgG 

Dies entspricht einem Markterungsgrad MG von 4,70. 



Mgrjagflffifl Hflfi mit dem Ru-Komnlex rRC-51 

70 

FQr die Koppfungsreaktion werden die fo*genden 
Stammlosungen hergesteftt: 

1) 3,87 mg/ml Ru-Komptex [RC-5] in Wasser bei pH 

43 

75 2) 6,0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCO,; pH 8.5. 

Die Koppfungsreaktion erfoigt nach dem in Beispiel 11 
beschriebenen Verfahren. Dabei werden jeweiis 400 ul von 
den Stammlosungen 1 und 2 sowie 0,75 mg vom was- 
sertosfichen Carbodiimid verwendet 
20 Die markierten Antikorper werden - wie in Beispiel 11 

beschrieben • durch Gek^rornaiographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-5] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehahes an 
h-IgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 
25 11,7 x 10- 6 M/1 Ru-Komptex 

1,04 x10- 6 M/l h-IgG 

Dies errtspricht einem Markierungsgrad MG von 11,2. 
Beisotel 25 

30 



MgrtervoQ von h-loQ mft dem Ru-Komotex mc-m 

35 FOr die Kopplungsreaktion warden die folgenden 

Stammlosungen hergesteUt 

1) 3,45 mg/ml Ru-Komptex [R09] in Wasser bet pH 

4.5 

2) 6.0 mg/ml h-IgG in 200 mM NaHCO,; pH 8,5. 

40 Die Koppiungsreaktion erfoigt nach dem in Beispiel 1 1 

beschriebenen Verfahren. Dabei werden jewels 400 ul von 
den Stamml6sunger> 1 und 2 sowie 0,375 ul vom was- 
seriosfichen Carbodiimid verwendet 

Die markierten Antikorper werden - wie in Betsptel 11 
45 beschrieben - durch Gek^romatographie vom Ueberschuss 
an Ru-Komptex [RC-9] abgetrennt 

Die UV-spektroskopische Bestimmung des Gehattes an 
h-IgG und an Ru-Komptex ergab folgende Werte: 
5,09 x 10~ 6 MA Ru-Komptex 
SO 0.45 x 10~ 6 MA h-IgG 

Dies entspricht einem Markierungsgrad MG von 12,8. 

Ansprikshe 

55 1. RutherMumkomptexe, an die em immunotogisch akti- 

ves Material gekoppett ist wobei ole Rutheniumkomptexe 
die aBgemeine Forme! 

Ru 2 *L,UU I 

aufweisen, worm L„ U und L, gteich Oder verschteden 
60 sind und Je einen bi- Oder porycyclischen IJganden mh 
mindestens rwei stickstofmaJtigen Heterocycten bedeuten. 
wobei mindestens einer cfieser Uoanden mit mindestens 
einer wasserioslich machenden Gruppe substituiert ist und 
wobei mindestens einer aieaer Liganden mit rrwvJestens 
65 einer reaktiven Gruppe. gegebenenfalls Ober eine Spacer- 
gruppe, substituiert ist, und wobei die Liganden L„ L, und 
U Ober Sftdcstoffatome an das Ruthenium gebunden sind. 
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2. RutherriumkDmpteK nach Anspruch 1, dadurch 
gekenrizeichnet dass die Liganden L, bzw. U 
2^'-Bipyndin-, 1,10-Phenarrthro6n-, BatnophenanthrD&v 
octef Benzotehophe na nthroKn-gnjppe^ 

3. Ruthenhjntomptex nach Anspruch 2. dadurch 
getonnzek^nst, dass die Ugandan L, bzw. U Bathophe* 
nanthrofin snd und mit Sutertsau n agruppen ate was- 
seriosiich machende Qruppen substituiert sind. 

4. Rutheniumtomptex nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzefchnst dass d» Sulfortssuregruppsn in Form der 
Sake vorBegen. 

5. Rutheniumkomptex nach Anspruch 1, dadurch 
getermzeichnst. dass der Ugand L, eine 2^Bipyridin-, 
l.lQ^henantrtroBn-, Batfxjphenanthrofin- oder 
Berizctjattocherwantrtr^^ errthaft 

6. Rutheniumkomptex nach Anspruch 5, dadurch 
getemzacrmet dass der Ligand U eine 
Bathophenantrirofin- oder Benzobathophenantrwo6n-pj^^ 
errthaft. cfie mit mindestens einer AHcytangr u ppe mrt 
hochstena 8 C-Atomen substituiert ist die gegebenenfals 
-SO,-NH, -S-, -O-. -COO-, oder -CO-NH- aufwetaen 
kana 

7. Rutrx*rwumkcmptex nach Anspruch 6. dadurch 
getemnzeichnet dass die Aikytengruppe endstandtg mit ein- 
er -COOH, -NH„ -NCS, -J oder -SO.Hai Qruppe substi- 
tuiert tet 

8. Rutheniumkomptex nach einem der AnsprOche 6-7. 
dadurch gekenrusichnet dass dec Ligand U die Qruppe 
-SO f -NH(CH,) „COOH errthaft, wobei n eine ganze ZaW 
von 1-5 bedeutst 

9. Rtrtheniumtomplex nach einem der AnsprOche 6-7, 
dadurch gekervizeichnet dass der Ligand L, die Qruppe 
-{CH^COOH. errthaft 

10. Rutheriumkomplex nach einem der AnsprOche 6-7, 
dacurch gekennzeichnet dass der Ugand U cfe Qruppe 
-<CH,).COOH enthaft. 

11. Rutheniumkomptex nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet dass der Ligand U 2^'^ipyridin ist der 
mft rrtno^stens einer Csrtaxy^^ 

12. Rutheniurnkomptex nach Anspruch 1, dadurch 
geksnnzeichnet dass die Liganden L„ U und L, gtefch 
«rid und Bathcptenanthrofin darstetten, die sowohl mit einer 
wasaeriosSch rnachenden Qruppe ate auch Qber sine Spa- 
cergruppe mit einer reaktiven Qruppe substituiert sind 

13. Rutheniumkomptexe nach Anspruch 12, dadurch 
geksrmzeichnet dass die wasseriosiich machende Qruppe 
eine Surfonsauregruppe tst und dass die reaktive Qruppe 
eine Ca/txxxyigruppe ist die* Qber eine 
SO^H-^jJ.-Spacergruppe verknupft ist 

14. Rutrtertiurnkomptex nach einem der AnsprOche 
1-13, dadurch gekennzeichnet dass das immunctegisch 
aktive Material ein Antigen oder Hapten tet 

15. Ruthenhjmkomptex nach einem der Anspruche 
1-13. dadurch gekennzeichnet dass das immunoiogisch 
aktive Material ein Antikorper ist 

16. Rutheniumkomptex nach Anspruch 15. dadurch 
gekennzeichnet dass das fmmunotogtsch aktive Material ein 
Antikorper gegen carcinoernbryonaJes Antigen, humanes 
Choncrxjonadotropin oder a-lnterferon ist 

17. Verfahren zur Herslettung ernes Rutriertiumkompte- 
xes gemass aHgemeinen Forme! I von Patentanspruch 1. an 
den ein irnmunotogisch aktives Material gekoppett ist 
dadurch gekennzeichnet dass man den Rutrwreumkomplex 
gemass aflgemeiner Forme) I in an sfch bekarmtar Weise 
mit einem imrrajnokjgisch aktiven Material koppeft. 



18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet dass man ate Kopplungsmrttel N- 
C^rctor*jxyt^'-<2-rTOrp^^ 
methyl-p-toiuolsurtonamid verwendet 
5 19. Verfahren nach Anspruch 17 oder' 18. dadurch 

gekermzaichnet dass man als immunotogteches Material 
Antikorper gegen caroncembryonaJes Antigen, humanes 
Crwnongonadotropin oder a-lnterferon verwendet 

20. Verwendung ones Rutheniumkomptexes nach ein- 
io em der Anspruche 1-13 in einem Fiuoreszenzimmunoassay. 

21. Verwendung eines Rutherriumtomplexes nach ein- 
em der AnsprOche 1-13 in einem Rucfeszenztmmunoassay 
mit zehaufgelaster Fluoreszenzmessung. 

22. Rutheniumkomptexe der aJigemeinen Formel 
15 Ru 2 *L,UU I 

worm L„ L, und U gtefch oder verschieden sind und je 
einenW- oder porycycfischen Liganden mit mtndestens zwei 
stickstomieJlieen Heterccycten bedeuten, wobei mindestens 
einer dieser Liganden mit mindestens einer wassertOsfich 

20 rnachenden Qruppe substituiert ist und wobei mindestens 
einer dieser Liganden mit mtndestens einer reaktiven 
Qruppe, gegebenentalte Qber eine Spacergruppe, substi- 
tuiert istund wobei die Liganden L„ L, und U Qber 
Stickstoffatome an das Ruthenium gebunden sind. 

25 23. Rutrxariumkcmptaxe gemass Anspruch 22, worin 

die Liganden L„ L, und U die in den Anspruchen 2-13 
erwahnten Bedeutungen habea 

Ansoruche fur AT 

30 

1. Verfahren zur Herstettung eines Rutheniumkompte- 
xes gemass aNgerneinen Formal 

Ru 2 *L,UU I 

35 worin L„ U und U gteich oder verschieden sind und je 
eine n bt- oder poiycycfochen Liganden mit mindestens zwei 
stickstofmartigen Heterocycien bedeuten, wobei mindestens 
einer dieser Liganden mit mindestens einer wasseriosiich 
rrtachenden Qruppe substrtuiert ist und wobei mindestens 

40 einer dieser Liganden mit mindestens einer reaktiven 
Qruppe, gegebenenfalte Qber eine Spacergruppe, substi- 
tuiert ist und wobei die Liganden L„ U und L, Qber 
Stfckstoftatome an das Ruthenium gebunden sind, an den 
ein immunotogiach aktives Material gekoppett ist dadurch 

45 gekennzeichnet dass man den Rutheniumkomptex gemass 
aDgemeiner Formel I in an sfch bekannter Weise mit einem 
irnmunotogisch aktiven Materia) koppert 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net dass man als Koppiungsmittel N- 

50 Cyciohexyi-N t -(2-nx)rpriofinoe^ 

methyi-p-toluoteutfonamid verwendet 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet dass man ate immuncfcjgisches Material 
Antikorper gegen carcinoembryonaies Antigen, humanes 

55 Choriorxjonadropin oder a-lnterferon verwendet 
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